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摘要 : 选择 内 蒙古 28 个 样 地 采集 的 10 Е ЗА ЛЕ 56 个 单 株 ， 提 取样 品 的 基因 组 DNA， 对 其 叶绿体 
psbA-trnH 序列 进行 扩 增 、 测 序 ， 所 得 序列 利用 ClustalX 软件 进行 对 位 排列 ， 并 用 MEGAS. 0 软件 采用 最 大 
似 然 法 构建 系统 发 育 树 。 结 果 显 示 : (1) 10 PRZE psbA-trnH 序列 的 变异 位 点 50 个 ， 信 息 位 点 36 个 ， 
种 间 碱 基 差 异 百 分 率 为 3. 4% ，GC 含量 变化 范围 在 23. 18% ~ 25.72% 之 间 。 (2) 为 豆 属 与 黄 忒 属 各 为 一 
支 ， 自 展 支 持 率 达 9%, X 10 种 环 豆 属 植物 可 能 为 单 系 起 源 。(3) 系统 树 中 小 叶 小 花环 豆 与 小 花环 豆 的 
样本 独立 成 一 支 ， 支 持 将 小 叶 小 花环 豆 作 为 小 花环 豆 的 变种 来 处 理 。 (4) 多 叶 棘 豆 、 砂 珍 棘 豆 和 黄 毛 束 
豆 的 样本 相互 混杂 ， 表 明 杂 缘 关 系 很 近 ， 支 持 《 内 蒙古 植物 志 》 将 三 者 归 和 人 真 坏 豆 亚 属 轮 叶 棘 豆 组 的 观 
点 。(5) 缘 毛 环 豆 与 薄 叶 糠 豆 的 样本 聚 成 一 文 ， 文 持 将 二 者 归 入 矮 生 严 豆 组 。 研 究 表明 ，psbA-trnH 序列 
可 为 环 豆 属 下 种 间 系 统 发 育 关 系 研究 提供 分 子 证 据 。 
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Molecular Phylogeny of Ten Species of Oxytropis 
Based on psbA-trnH Sequences 


LU Ping, GAO Li-Xia, JIN Feng, ENHEBAYAER 
( College of Life Science and Technology of Inner Mongolia Normal University, Huhhot 010022, China) 


Abstract: Total DNA from 56 individual plants collected in 28 sample sites of 10 Oxytropis species in Inner Mongo- 
lia was extracted in this research, and the psbA-trnH sequence was amplied and sequenced. Then the sequences 
were analyzed by ClustalX and MEGA 5. 0. The phylogenetic trees were constructed by Maximum Likelihood methods 
in МЕСА 5. 0. The results showed as follows: (1) There меге 50 variable sites, 36 informative site and 3. 4% of the 
inter-specific difference in the 10 Oxytropis species, and the GC contents of the psbA-trnH region were between 
23. 18% ~ 25. 72%. (2) The 10 species of Oxytropis were probably monophyletic, clearly separating from the Astrag- 
alus species and the bootstrap value was 99%. (3) The samples of Oxytropis glabra var. tenuis and O. glabra clus- 
tered a group independently, thus supported the opinion of treating Oxytropis glabra var. tenuis as a variant of 
О. glabra. (4) The samples of O. verticillaris, O. racemosa and О. ochrantha mixed. Therefore they showed a close 
relationship. We are congruent with the points in Flora of Intromongolica, the consensus putting the three species in- 
to Subgen. Euoxytropis Sect. Baicalia Stell. ex Bunge. (5) The samples of O. ciliata and O. leptophylla clustered a 
group, which also supported the consensus which put them into sect. Xerobia Bunge. The investigation results indica- 
ted that psbA-trnH sequences provided the molecular evidences for the study of the phylogenetic relationships in the 
Oxytropis at subgenus, sects and species levels. 
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棘 豆 属 植物 在 我 国有 近 150 种 ， 约 占 全 世界 
总 数 的 1/2 (2210 А, 2004), ELSHIE, Æ 
内 蒙古 已 记载 的 坏 豆 属 植物 有 30 种 、6 变种 、4 
变型 ( 王 金 妞 , 2005) 。 该 属 自 1802 年 由 瑞士 分 
类 学 家 De Candolle 从 黄芪 属 中 分 离 出 来 ， 国 内 
外 学 者 对 其 进行 了 多 方面 研究 (EEH, 2005). 
环 豆 属 下 种 间 分 类 研究 主要 集中 于 传统 分 类 学 方 
面 ， 然 而 不 同学 者 依据 不 同形 态 结构 特点 ， 有 不 
同 划分 。《 中 国 植物 志 》( 曾 建 飞 ，1998) 中 将 我 
国 分 布 的 环 豆 属 植物 依据 葬 果 是 否 包 藏 于 花 查 
内 划 为 6 NEE; (Рат л) (от, 
1989) 中 采用 俄国 植物 分 类 学 家 Bunge 和 苏联 植 
物 分 类 学 家 Vassilczenko 建立 的 5 亚 属 观点 ,将 
内 蒙古 分 布 琼 豆 属 植物 进行 划分 ; 刘 丽 和 赵 一 之 
(1996) 认为 英 果 是 否 包 藏 于 花 坦 内 是 一 个 不 稳 
定性 状 ， 将 以 上 5 亚 属 依据 子 房 结构 不 同 合并 为 
2 WE, RRAZ, ER 4 个 亚 属 归并 
HREJE o 
分 子 系统 学 为 系统 分 类 研究 提供 了 良好 的 发 
展 契 机 〈 昔 艳 艳 ,，2007) 。 它 以 稳定 和 不 受 环境 
条 件 影 响 的 DNA 序列 为 依据 ， 通 过 与 经 典 分 类 
学 研究 相互 结合 、 补 充 ， 相 互 佐证 ， 客 观 地 重建 
环 豆 属 内 种 间 的 系统 发 育 关 系 。 棘 豆 属 分 子 系统 
学 研究 很 少 ， 仅 见于 卢 萍 等 (2011)、 高 静 等 
(2009) 基于 5. 85 rDNAZITS 序列 对 内 蒙古 分 布 
十 余 种 棘 豆 属 植 物 的 研究 ， 高 利 霞 等 (2013) 
对 内 蒙古 十 种 琼 豆 属 植 物 基于 trnL-F 序列 的 研 
究 ， 李 云霞 等 (2011) 基于 ITS 和 trnL-F 序列 对 
青藏 高 原 环 豆 属 植 物 进行 研究 以 及 Jorgensen 和 
Stehlik (2003) 对 北美 坏 豆 属 植物 的 研究 。 但 对 
于 本 研究 涉及 的 10 种 环 豆 属 植物 的 叶绿体 基因 
组 psbA-trnH 序列 的 研究 至 今 未 见报 道 。 

psbA 基因 是 编码 光合 系统 卫 反 应 中 心 Dl Ж 
Н, trnH 基因 编码 tRNA™ (Morden 和 Golden, 
1989; Umesono 等 ,1988)。psbA-trmH 序列 是 psbA 
基因 和 trnH 基因 间 的 一 段 非 编码 序列 ， 长 约 300 
bp， 在 功能 上 限制 少 ， 变 异 相对 多 ， 与 编码 区 基 
因 相 比 ， 可 提供 更 多 的 系统 发 育 信息 (OKE 
等 , 2011)。Kress 等 (2005) 认为 ， 叶绿体 psbA- 
trnH 序列 能 够 很 好 地 区 分 陆 生 植 物 ， 特 别 是 开 
花 植物 ， 展 现 了 很 好 的 种 间 鉴 别 价 值 。 

本 研究 首次 在 内 蒙古 28 个 样 地 采集 了 10 种 

















BREJE 56 个 单 株 植物 样本 ， 扩 增 其 叶绿体 psbA- 
trnH 序列 并 进行 分 析 ， 为 琼 豆 属 植物 研究 提供 
分 子 系统 学 依据 ， 同 时 结合 形态 学 证 据 ， 为 重建 
ЗАС Л АИИ КС АГК РЕ ЛЕНЦ, Р р 
质 资 源 的 研究 、 开 发 与 利用 具有 积极 意义 。 





1 材料 和 方法 
1.1 植物 材料 

随机 采集 健康 棘 豆 属 植株 的 新 鲜 叶 片 ， 将 其 置 变 色 
硅胶 迅速 干燥 ， 带 回 实 验 室 ， 以 备 DNA 提取 。 样 品 及 采 
样 地 概况 见 表 1。 
1.2 研究 方法 
1.2.1 植物 总 DNA 提取 ЖЛ СТАВ 法 (MARE 
礼嘉 ，1998; 王 关 林 和 方 宏 移 ，1998) ， 取 单 株 植物 干燥 
叶片 0.2g 用 于 DNA 提取 ，0. 8% 琼 脂 糖 凝 胶 电 瀛 检测 ， 
调整 各 模板 质量 浓度 至 10 msg。 [左右 ， 4% 贮 存 备用 。 
1.2.2 PCR 扩 增 及 序列 测定 10 pL PCR 体系 为 2x 
PCR master mix 试剂 盒 3.5 uL, DNA 模板 10 ng， 引 物 为 
2.5 umol •17'. 

扩 增 程序 为 94% HE 5 шш; 94 С 1 min, 
66 СЕ 1 ша, 72 С 1. 5 шіп, 30 个 循环 ; 72% 补 
平 10 тіп, 4 C 保温 。 扩 增 采 用 引物 了 (5' - СТТАТС- 
САТСААССТААТССТС-3') 和 引物 R (5’-CGCGCATG- 
GTGGATTCAC ААТ С-3') (Sang 等 ,1997) 。 

扩 增 产物 用 1.5% ( 含 核酸 染料 ) 琼脂 糖 凝 胶 电泳 检 
测 ， 5V.em -下 稳 压 电 泳 1 5h，Tanon GIS-2010 型 凝 胶 成 
像 系统 照相 。1 000 bp Plus DNA Marker 为 标准 分 子 量 标记 。 

PCR 产物 纯化 及 DNA 序列 测定 委托 上 海 生 工 工 程 
股份 有 限 公司 进 行 。 每 个 样 地 至 少 选取 2 株 ， 并 且 进 行 
复 测序 。 
1.2.3 数据 分 析 将 获得 的 多 个 环 豆 psbA-trnH 序列 与 
NCBI 数据 库 中 已 发 表 的 环 豆 属 植 物 psbA-trnH 序列 进行 
比较 ， 人 工 判 读 ， 确 定 其 始末 端 ， 得 到 psbA-trnH 全 序 
列 。 再 用 ClustalX 软件 进行 对 位 排列 ， 排 列 后 序列 用 
МЕСА5. 0 软件 进行 序列 间 差 异 分 析 ， 应 用 最 大 似 然 法 构 
建 系 统 发 育 树 ， 构 建 时 使 用 Kimura 双 参 数 模型 距离 ， 用 
自 展 法 对 所 构建 的 系统 发 育 树 进行 评估 ， 自 展 重复 次 数 
为 1000 次 。 































































































































































































2 结果 分 析 
2.1 psbA-trnH 序列 

本 研究 已 测序 列 的 GenBank 登录 号 见 表 1。 
10 种 内 蒙古 环 豆 属 植物 的 psbA-trnH 区 序列 长 为 
381~391 bp， 变 化 由 少数 种 的 碱 基 缺失 所 致 ， 对 
位 排列 后 长 度 为 407 bp， 空 位 始终 作为 缺失 处 理 ， 
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ыйа Бань i ем GC 含量 变化 范围 为 23. 18% ~ 25.72% ， 变 异 位 点 
RERE S883 50 个 ,信息 位 点 36 个 ,分 别 占 序列 总 长 度 的 
ООо: 2 BBB 12.3% 和 8. 6%。 种 间 的 碱 基 差 异 百分率 为 3.4%， 

其 中 转换 率 为 2.2%, KRN 1.2%。 变 异 位 点 
中 转换 有 9 个 ， 都 发 生 在 A-G (第 227 位 、 第 268 
位 、 第 273 位、 第 279 位 、 第 280 位 、 第 292 位 、 
第 299 位 、 第 302 位 、 第 372 у); MMA 5 个 ， 
z 其 中 1 个 AT (Ж 355 位 ), 1 个 G-C (第 386 
E 2 位 ), 3 个 GT (第 7 位 、 第 194 位 、 第 206 位 ) ， 
R аш ? Ж ЖЕЛЕ С 与 T 间 ， 插入 有 15 个， 缺失 有 7 个 。 
Ж _ РЕ ЕЕ WETE RAE ЯР ТЕП psbA-trnH KRK 
Es Р ДЕЛЕ 365 bp 和 366 bp, GC 含量 分 别 为 25. 75% 
А [ 和 24. 32% 。 棘 豆 属 植物 各 序列 间 差 异 小 ,为 0 
PEs E Жас ~5.5%， 而 其 与 2 种 外 类 群 黄芪 属 植物 的 序列 
аке? K E222 差异 度 达 5. 3% ~ 10. 7%. 
= age a вее | I 22 分 子 系统 发 育 树 及 其 分 析 
ктү ы 以 5 种 黄芪 属 植物 为 外 类 群 ， 构 建 psbA-irnH 
"e p т 序列 系统 进化 树 (E1), ЖЫ ИКТЕ ИШ 
"F р ы ч 2 各 自分 成 一 支 ，5 种 黄芪 位 于 系统 发 育 树 的 外 
1] 155 Е :_ M AERE, BEEP, WR, REH 
5 аваа а в] 2 М. AMME, WER 3A (ОМ, OY, 
тт?» F азе») 5 S) MEMMEN (Wi, W2) KERR 
teo мозга ш uaaal 5 在 -大 分 支 F; айа з АЫ (W3, Wa, 
ЖЕТ ЕРУ» © 22| с W5), уйы, ЖП Тр E 
= (нуу 的 样本 聚 为 一 分 支 ， 小 花环 豆 和 小 叶 小 花 
І 2 ОЬЗ 0—3, ЕЗЕК 9996, 
| Е 
o _ Г y з 讨论 
5 = = E Е $ k Jorgensen (2003) EXT EPY INJ 52. 8 Р] 
i 122 -i ZG MEPER IIS 序列 和 RAPD 分 子 标记 研究 中 ， 
33 > 三 支持 环 豆 属 为 单 系 起 源 。 本 研究 构建 的 psbA- 
= g 5 2 Ёс wnH 序列 系统 发 育 树 也 显示 ，12 PHRA 5 种 
с Ig 22 BREDIE, 支持 率 达 到 99%。 因 此 ， 针 
ша о 2 i ee 对 于 内 蒙古 地 区 分 布 的 10 Ж з Ж ИША, ГЇ 

RR E ЕРЕ: ”能 是 单 系 起 源 的 。 

Е | |7 INFERRE ЖЛ УЕ ОЖ ЖЕЛ З R — Ж, 

5 зз. „1 E2 ВОИНИ, ЛОЛЕ ВЕ А руе 

由 Т ЕЗ С Е 2 。 视 为 变种 处 理 ， 而 在 《蒙古 国 豆 科 植物 》 中 却 被 

a| a асас | 生计 AEM. AME (2011) 和 高 静 等 (2009) Ж 

B 2 Bagges ы выз. P5.83 rDNA/ITS ЕАН ERER 

о Жкн ы y”: ЕВ к 
r 要 = 5 М To Ж КЕ i IMER А Л — RERA 98% 的 结果 ， 王 金 
92 M (2005) 对 比 二 者 形态 特征 ， 发 现 二 者 均 具 较 
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大 相似 性 ， 且 地 理 分 布 具 连 续 性 ， 二 者 都 支持 视 
小 叶 小 花 辐 豆 为 变种 的 观点 。 ш. 显示 
小 叶 小 花环 豆 与 小 花 坏 豆 的 亲缘 关系 非常 近 ， 侈 
[Ж Л ДУЛ ы ТЕЛЕ} Ж АРУШ 

系统 树 中 4 个 样 地 的 刺 叶柄 环 豆 样本 与 黄 毛 























环 豆 、 砂 珍 棘 豆 和 部 分 多 叶 棘 豆 的 样本 相互 混杂 ， 
者 间 的 亲缘 关系 很 近 ， 至 于 类 和 群 间 











否 存 在 杂交 ， 还 需 提供 更 多 线索 或 依据 。《 中 国 
植物 志 ) (HÆK, 1998) 和 《内 蒙古 植物 志 》 
(BHR, 1989) 中 依据 小 叶 尖 端 是 否 有 刺 ， 将 刺 
叶柄 环 豆 分 到 猥 刺 棘 豆 亚 属 Subgen. Tragacan- 
KREI, ZHARAR 
豆 都 归 到 一 个 亚 属 ， 即 真 环 豆 亚 属 Subgen. Eu- 





thoxytropis Vass, 





99 
















RTI А. adsurgens SL-7 
变异 黄芪 A. variabilis AZ-17 
А. pagsonii* 





0.02 


图 1 最 大 似 然 法 构建 的 psbA-trnH 系统 发 育 树 。 数 字 表 示 各 分 支 自 展 数据 支持 率 ; 标尺 代表 核 背 酸 的 蔡 换 率 
Fig.1 The psbA-trnH phylogenetic tree using the Maximum Likelihood method 


oxytropis。 卢 薄 等 (2011) 、 高 静 等 (2009) 、 高 利 
ВЕЗЕ (2013) 根据 对 5.8S rDNAZITS 序列 和 trnL-F 
序列 的 研究 表明 ， 分 别 用 核 基因 和 叶绿体 基因 构建 
的 系统 树 是 相似 的 。 推 测 刺 叶 柄 环 豆 也 有 可 能 为 多 
系 起 源 ， 而 对 其 亚 属 的 归属 尚 需 深入 进行 探讨 。 
《中 国 植物 志 》 和 《内 蒙古 植物 志 》 中 将 小 
花环 豆 与 线 叶 环 豆 归 人 一 个 亚 属 、 阴 山 环 豆 与 多 
HATJA — EE (200, 1989; 曾 建 飞 ， 
1998) 。 本 研究 结果 却 显 示 线 叶 环 豆 与 阴山 环 豆 
多 叶 棘 豆 的 亲缘 关系 更 近 ， 而 与 小 花环 豆 的 亲 
缘 关 系 相 对 远 一 些 ， 这 与 卢 萍 等 (2011) 基于 5. 85 
IDNAZITS 序列 和 高 利 霞 等 (2013) 基于 tirnL-F 
序列 的 研究 结论 一 致 ， 原因 有 待 深入 人 研究 。 


2 О. squammulos a-3 

ЖЮ О. racemosa OW-7 

HEP О. ochrantha SGT-3 

HEHE О. ochrantha HTL-2 

У O. leptophylla-10 

ЖЫ. O. ciliata W3-4 

ZPR O. verticillaris W2-13 
ZPR O. verticillaris W1-8 

ЖИЕ ИЙ О. aciphylla 75-10 

ЖИ О. aciphylla AZ-13 

ЖЕЕ О. aciphylla BW-22 

ЖИ О. aciphylla OY-25 
WHH О. racemosa ОҮ-10 

ФИ O. racemosa SL-10 

WEP О. coerulea* 

RPR O. chankaensis* 
EFH O. verticillaris W3-3 

WP O. racemosa HJ-1 

EHR O. verticillaris W4-2 

ЗАҢ O. verticillaris W5-3 

Ви. O. filiformis-1 

[НУ О. inschanica W3-8 

ВН. О. inschanica W5-2 

IEW O. glabra AZ-17 
ЛЕЙ. O. glabra BL-2 
IMEI O. glabra OY-7 
MEI. O. glabra OTQ-15 
ЛУЧЕЙ O. glabra OW-10 
ЛУЧЕ O. glabra HJ-5 

ЛМ ЛУ O. glabra var. tenuis-1 






























































A. rufescens* 


100 Яй ЖЕ A. sieversianus* 











Numbers at the branch nodes indicated the confidence values for the presence of the branch obtained from bootstrap 


analysis using 1000 replicates. The scale bar represents the substitution per site 
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《中 国 植物 志 》 中 将 砂 珍 环 豆 以 花 较 小 的 特 
征 归 入 戈壁 棘 豆 组 Sect. Gobicola Bunge, тн Б 
ЛП ГӘН АЁ Ж 2 Sect. Baicalia Stell. 
ех; 而 《内 蒙古 植物 志 》 中 将 三 者 都 归 为 轮 叶 殊 
ЗН Sect. Baicalia Stell. ех ( BiR, 1989; 曾 建 
飞 ，1998) 。 本 研究 结果 反映 出 多 叶 环 豆 、 砂 珍 
棘 豆 与 黄 毛 环 豆 的 样本 相互 混杂 ， 表 明 三 者 亲缘 
关系 很 近 ， 与 前 人 的 结论 一 致 ( 刘 丽 和 赵 一 之 ， 
1997; 卢 萍 等 , 2011; 高 静 等 ,2009; 高 利 霞 等 ， 
2013) ， 支 持 将 这 三 种 环 豆 归 为 一 组 的 观点 。 

ZEW. ТН А Е TE С 
聚 为 一 文 ， 亲 缘 关 系 很 近 。《 中 国 植物 志 》 和 
《内 蒙古 植物 志 》 中 依据 葛 简 上 有 无 鳞片 状 腺 
С, Ж ЖОН АШ ЭИ 1728 Sect. Leucopodia 
Bunge, 226 A W ПГ Ж ЈА A ЖЯ: Ж у H 
Sect. Xerobia Bunge (DPR, 1989; 曾 建 飞 ， 1998) 。 
故 本 研究 支持 《中 国 植物 志 》 《内 蒙古 植物 志 》 
对 缘 毛 环 豆 和 薄 叶 为 豆 的 划分 ， 然 而 对 鳝 葛 棘 豆 
的 隶属 问题 有 待 深入 研究 。 

综 上 所 述 ， 基 于 psbA-trnH 序列 构建 的 系统 
发 育 树 ， 与 5. 8SrDNA/ITS 序列 ( 卢 萍 等 , 2011; 
高 静 等 , 2009) 和 trnL-F 序列 (高利 霞 等 , 2013) 
构建 的 系统 树 分 支 情况 基本 一 致 。 因 此 ，psbA- 
trnH 序列 也 可 作为 继 5. 8SrDNA/ITS 序列 和 trnL-F 
序列 后 又 一 可 用 于 为 豆 属 下 种 间 系 统 发 育 关系 研 
究 的 叶绿体 组 基因 。 在 今后 的 研究 中 ， 还 可 继续 
筛选 其 他 基因 进行 环 豆 分 子 系统 学 研究 ， 并 将 不 
同 基 因 序 列 构建 的 系统 发 育 树 进 行 比较 ; 并 争取 
采集 环 豆 的 其 他 物种 以 继续 深入 研究 。 
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